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略語 一覧 
16S rRNA: 16Small ribosomal ribonucleic acid（16小サブユニットリボゾーム RNA） 
CBH: Cellobiohydrolase（セロビオハイドロラーゼ） 
EG: Endoglucanase（エンドグルカナーゼ） 
DGGE: Denaturing gradient gel electrophoresis （変性剤濃度勾配ゲル電気泳動法） 
DNA: Deoxyribonucleic acid（デオキシリボ核酸） 
HPLC: High performance liquid chromatography（高速液体クロマトグラフィー） 
O.D.: Optical density（光学濃度） 
PCR: Polymerase chain reaction（ポリメラーゼ連鎖反応） 
pH: Power of hydrogen （水素イオン指数） 
T-RFLP: Terminal restriction fragment length polymorphism（末端標識制限酵素断
片多型分析） 
v/v: volume / volume （体積/体積） 
w/w: weight/weight （重量/重量） 
w/v: weight/volume（重量/体積） 
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第 1章 序論 
  
1.1 バイオマス利用 
産業革命以降から現在に至るまで、世界中で主に使用されているエネルギー資源
は、石炭、石油、天然ガスなど化石燃料に依存している。化石燃料は、古代の微生物
や動植物などの有機物が土中に蓄積し、長い年月と地熱・地圧などにより変質し化石
化したものである。急激な産業と経済の発展が化石燃料の消費を加速し、これにより
古代由来の炭素が大気中に放出されたと推測されている。国土交通省気象庁がまとめ
た気候変動に関する政府間パネル（IPCC）第40回総会の報告書であるIPCC第5次評価報
告書には、温室効果ガスの主成分である二酸化炭素濃度変化が経時的に示されてい
る。同報告書は、過去数百年にわたって280 ppm程であった二酸化炭素濃度が18世紀半
ばから19世紀にかけての産業革命以降から上昇し始め、現在では約400 ppmとなり産業
革命以前の約1.4倍に増加していると示している。温室効果ガス（主成分：二酸化炭素
76％、メタン15.8％、一酸化炭素6.2％、フロンガス2％）によって地球全体における
大気環境の均衡が崩れて気温や海水温が上昇し、北極や南極などの氷河が溶けるなど
の水面上昇の現象が引き起こされていると警告している[1]。国際連合（国連）のアン
トニオ・グテーレス国連事務総長は、2018年9月ニューヨークで行った演説で今後温室
効果ガスによって平均気温の上昇だけでなく、異常気象と呼ばれる大雨や干ばつなど
が頻繁に起こる可能性を危ぶみ、さらに異常気象によって自然生態系のみならず人間
社会に及ぼす影響が大きいと発表している[2]。  
 化石燃料に対し再生可能でかつ環境負荷が少ない自然エネルギーとして、太陽光、
水力、風力、地熱、バイオマスなどがある(図1)。これらを資源やエネルギーなどに利
用する技術の導入、向上および普及が望まれている。バイオマスは、再生可能エネル
ギーの中において燃料やエネルギー資源としての利用以外に様々な化学製品の原料と
して考えられている[3]。バイオマスを原料に化学製品やその材料、食品原料そして医
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薬品などを生産することによって、環境への負担が少なく再生持続可能な資源として
有効であると予測されている[4]。  
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図 1. 再生可能資源のモデル 
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1.2 リグノセルロース系バイオマス 
バイオマスは、化石資源を除く再生可能な生物由来の有機性資源、または動物、植
物および微生物の活動によって生産される有機物あり資源であると考えられている
[5]。多種多様なバイオマスが存在し畜産排せつ物、下水汚、生ごみ、産業排水、紙、
海藻、農作物、木材破片などが挙げられ,最も豊富で利用価値が高いとされるのは、セ
ルロースおよびヘミセルロースを含むリグノセルロース系バイオマスと考えられお
り、現在バイオマスとして利用できる植物の量は、6000億トンといわれている[5]。リ
グノセルロース系バイオマスは、植物種によって異なるが、主成分として約40～50％
のセルロース、約30～40％のヘミセルロース、そして約20％のリグニンからなる。セ
ルロースは、D-グルコースが直鎖状にβ-1,4結合したポリマー(重合体)である[6]。ヘ
ミセルロースは、細胞壁からアルカリ性水溶液で抽出される多糖の総称であり、ヘテ
ロ多糖からなる。主にβ-1,3-1,4-グルカン、キシラン、キシログルカンなどがある。
またリグニンは、フェニルプロパン構造という基本骨格（グアイアシル型、シリンギ
ル型、p-ヒドロキシフェニル型）を持ち、これらが複雑に酸化重合した天然に存在す
る最も主要な芳香族ポリマーである[4,7]。リグニンが植物体中で、セルロースとヘミ
セルロースを接着し、植物体の強固な構造を形成する役割を持ち、また疎水性であり
植物体内の水分や養分などの輸送する道管などの成分として重要である。この3つ主成
分（セルロース、ヘミセルロース、リグニン）が複雑に絡み合うことによって、植物
の強固な構造が維持されている（図2）。 
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図 2. リグノセルロース系バイオマスの構造モデル 
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1.3 リグノセルロース系バイオマスの利用 
リグノセルロース系バイオマスを分解して利用するには、一般的に4つの工程が必要
とされる。1.強固な構造を保持させるとされるリグニン構造を破壊するため、酸やア
ルカリ、粉砕など物理的処理、またはこれらを組み合わせた物理化学的処理を施す前
処理工程、2.セルラーゼ等酵素によるセルロース・ヘミセルロースの加水分解工程
（糖化）、3.糖化液（グルコースおよびキシロースを含む可溶化液）を用いた微生物
によるエタノールなどへの変換工程、4.生成物の回収及び廃液処理工程である。特に
はじめの2つの工程においては、これまで様々な手法が開発検討されている。 
まず化学的、物理的、物理化学的前処理によって、リグノセルロース系バイオマス
の強固な構造が破壊または分解されることにより、セルロースやヘミセルロースがあ
らわになり、より効果的に酵素が分解に着手しやすい状況を作り、効率的な糖化酵素
によりセルロースやヘミセルロースは糖類へと変換される。前処理技術に化学処理を
使用した場合は、その後の排水処理に経費や時間が必要なため、最近ではより簡易な
処理方法が用いられることが好まれる[8]。物理的な前処理は、粉砕機を用いてバイオ
マスの主要成分であるリグニン、セルロース、ヘミセルロースなど高分子ポリマーの
構造を破壊し、バイオマスを膨張させ結晶化度を減少させる方法である。粉砕すれば
する程、次の糖化のステップが容易になるが、様々な破砕機によって細かく粉砕する
には、多くのエネルギーを必要とする。次に化学的な前処理は、酸やアルカリ溶剤を
用い、リグニンとセルロースやヘミセルロースとの結合およびリグニンを化学的に破
壊させる。化学的処理で最も懸念されるのが、大量の薬品と使用試薬の経費（リサイ
クルが不可な場合が多い）の問題点がある。環境に最も優しいとされる生物学的前処
理は、カビやキノコなどを用いて生物学的にリグニン分解を目的とした処理方法であ
るが、処理効果が得られるまでに数ヶ月という長期間の放置が必要であるため工業利
用へ至っていないのが現実である[9]。現在、最善かつ最も効果的、経済的な前処理技
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術の確立に至っておらず、粉砕や水洗い程度の前処理によってバイオマスを分解でき
る微生物の存在や酵素の開発が望まれている。 
バイオマスの分解には、酸やアルカリなどの薬品などを使用する化学的加水分解法
と、自然界に存在する微生物やカビ由来の分解酵素を用いた生物的加水分解法の2種類
が知られる。化学的分解法で、よく利用されるのが濃硫酸であり、使用するバイオマ
スの種類に関わらず分解出来る利点ある。欠点として濃硫酸を使用するため施設や器
具などの腐食、さらに加水分解後に目的産物である糖と硫酸との分離が困難であるな
どの問題点が挙げられる。また分解された糖の二次分解や縮合が起こり、多くの二次
生成物である有機酸類（酢酸、ギ酸、レブリン酸など）やフラン誘導体（フルフラー
ルや5-ヒドロキシルメチルフルフラールなど）、さらにフェノール類（アルデヒドや
バニリンなど）がバイオマスからの糖収率を低下させるだけでなく、次のステップで
ある発酵工程においても微生物の代謝を阻害する要因となっている[8]。微生物や酵素
生物的分解法では、カビのセルラーゼを用いるのが一般的とされる。しかし分解酵素
の基質特異性が高いために単一酵素による分解が行えず、各基質に応じた個々の分解
糖化酵素（セルラーゼ、キシラナーゼなど）の配合比率などを調整する必要があり、
それら分酵素製剤を購入しなくてはならない。現在、バイオマスの分解において酵素
利用は一般的であるが、未だ酵素コストが高くかつ世界において数社しか酵素製剤を
製造していない現状である[10]。 
 
1.4 自然界における微生物によるリグノセルロース系バイオマスの分解 
自然界において、リグノセルロース系バイオマスが分解される場合、土壌分解微生
物が大きな役割を果たすとされている。土壌分解微生物は、カビ類、キノコ類、原生
動物などを含む多数の生物が存在し、土壌1 gあたりに100億個体ともいわれている 
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図 3. 自然界における炭素循環のモデル 
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[11]。これら多種多様の微生物の相互作用によって、植物や動物の死骸などを再度、
元素であるリン、窒素、炭素などに分解し循環させていると考えられている(図3)。そ
してこの有機物の分解は、単独で行われるのではなく多種多様なカビ、キノコ、原生
動物そして微生物らの相互作用によって行われている[12]。 
微生物は、主に酸素を必要とする好気性微生物と酸素を必要としない嫌気性微生物
の2種類が存在すると考えられている。好気性微生物は、土壌表面に生息するとされ、
動植物と同様に酸素呼吸を行い、有気呼吸によって酸化反応を行いバイオマス分解し
得られた糖などを酸素と共に燃焼することによって、生命を維持するエネルギーを得
ているとされ、分解産物を二酸化炭素、水などとして排出しているとされる[11]。主
な好気性微生物として麹菌（Aspergillus oryzae黄麹菌、A. sojae醤油麹菌、A. 
luchuensis黒麹菌、A. luchuensis mut. kawachii白麹菌など）、納豆菌（Bacillus 
subtilis 枯草菌、B. lentus尿素分解性菌およびB. thuringiensis土壌改善微生物と
して使用など）、酵母（Saccharomyces cerevisiae出芽酵母など）、糸状菌
（Penicillium属 青カビおよびPyricularia oryzaeイネいもち病菌など)などが知ら
れている。 
嫌気性微生物は、酸素が存在しないまたは酸素濃度が低い主に土壌中や動物植物体
内に生息し、好気性が最終電子受容体として酸素を用いるのに対し嫌気性は、硝酸
塩、硫酸塩や炭酸塩などを用いるとされており、分解発酵によって酢酸、アンモニ
ア、アルコールやメタンなど生成するとされている[11]。主な嫌気性微生物としてク
ロストリジウム族に属するClostridium thermocellum菌（セルロソームという酵素複
合体を有する）、C. acetobutylicums菌（アセトン、ブタノール、エタノール発酵能
を有する）、C. ljungdahlii菌（合成ガスの特定の成分をエタノールに資化する）な
ど、それ以外にMethoanosaeta属、Methanosarcina属などに属するメタン細菌や、
Desulfovibrio属、Desulfotomacurum属などに属する硫酸塩還元細菌、さらに
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Tiobacterium属、Thiobacillus属などに属する硫黄細菌などが知られている。 
リグノセルロース系バイオマス分解酵素の機構に違いがあるとされ、好気性微生物
は分解に必要な多数の酵素を細胞外に放出し、酵素が基質に対して無作為に機能する
のに対し、嫌気性微生物の分解酵素は、細胞壁に固定し複合体を形成させ、それらが
共調的に作用すると報告されている[6,13]。これらの研究は、自然環境中に存在する
微生物を単離同定し、純粋培養させることによって、生理作用の理解や抗生物質の生
産などが行われてきた。近年のゲノム情報解析技術の進歩により、培養困難な微生物
のゲノム情報が明らかとなりつつある。ゲノム情報解析の技術を用いて微生物集団の
微生物間の相互作用や共存競合関係を解き明かす研究が進められ、微生物集団が有す
る機能性についての知見と解明が期待されている[12]。 
 
1.5 本研究の目的 
自然界におけるリグノセルロース系バイオマスの分解に嫌気性微生物が大きな役割
を果たしていると考えられている。特に嫌気性微生物は、セルロースおよびヘミセル
ロースなどを分解するに必要な多種多様な分解酵素を分解酵素複合体として有し、リ
グノセルロース系バイオマスの分解に効果があると予想される。そこで本研究では、
セルロース系バイオマス分解に有効な微生物の単離を目的とし、リグノセルロース系
バイオマスの中で代表的とされるトウモロコシ茎葉と稲藁を用い、好熱嫌気性微生物
のスクリーニングと同定を行い、その分解機構を解明した。 
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第 2章 微生物 ISHI-3のスクリーニング 
 
2.1 序 
 
2.1.1 リグノセルロース系バイオマス分解微生物 
リグノセルロースは、主にセルロース、ヘミセルロースおよびリグニンからなる3種
類のポリマーで構成され、これらが複雑に絡み合うことにより植物は強固な構造を形
成している[14]。自然界において、多種多様の微生物が特異的かつ相乗的に生産する
セルロース分解酵素、ヘミセルロース分解酵素そしてリグニン分解酵素によってリグ
ノセルロースは、複雑かつ複数の工程を経て分解される[15,16]。従来の前処理法が不
必要なリグノセルロース系バイオマスの分解能は、植物バイオマスを燃料や化学物質
に変換するバイオマス変換技術に必要な生物にとって重要とされている[15]。一般的
に自然界におけるリグノセルロース系バイオマスの生物学的分解は、真菌および細菌
を含む様々な微生物集団によって行われると考えられている[15,17,18]。 
リグノセルロース系バイオマスを分解する多くの微生物は、土壌中に存在すること
が知られている。Caldicellulosiruptor saccharolyticusやCaldicellulosiruptor 
lactoaceticusのような幾つかの嫌気性細菌はバイオマス分解に必要な酵素を遊離的に
分泌し、効率的かつ直接的にリグノセルロースを分解するシステムを持つことが報告
されている[19,20,21]。一方で、Clostridium (Ruminiclostridium) thermocellum、
Clostridium cellulovorans、Clostridium clariflavumらは、バイオマス分解酵素複
合体（セルロソーム）を形成し、実験系において培養溶液中にリグノセルロースを分
解した糖を放出することができる[22,23,24]。さらにバイオマス変換技術においてリ
グノセルロース系バイオマスを分解するにあたり、自然界と同様に多種の微生物集団
（2種から複数種まで）を単純化して利用することは、単一のセルロース分解菌を用い
るよりも高い分解効率をもたらすとされている[15,25]。中温から高温条件下におい
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て、幾つかの高セルロース分解能を持つ複合種微生物集団が農業残渣であるリグノセ
ルロース系バイオマスを唯一の炭素源として利用する連続培養において得られている
[15,18,26,27]。微生物集団つまり微生物種の共生は、農業残渣物およびパルプ廃棄物
の様なセルロース系材料を効率的に分解するのである[28]。 
 
2.1.2 リグノセルロース系バイオマス分解酵素 
リグノセルロース系バイオマスを分解するにあたり主に必要な酵素は、セルロース
を分解するセルラーゼとヘミセルロースを分解するヘミセルラーゼである。セルラー
ゼとヘミセルラーゼは、それぞれの加水分解酵素の総称である。例えばセルラーゼ
は、セロビオヒドロラーゼ(CBH)、エンドグルカナーゼ(EG)およびβ-グルコシダーゼ
の3種類の成分酵素からなる。CBHは、結晶セルロースの末端からセロビオースを分離
するエキソ型の酵素である。EGは、結晶セルロースを分解出来ないが、非結晶セルロ
ースであるアモルファスセルロース鎖を無作為に切断するエンド型の酵素である。次
にβ-グルコシダーゼ は、セロビオースおよび短い糖鎖（セロオリゴ糖）の末端から
グルコースを生産するエキソ型の酵素である。これら3種にもそれぞれに何種類もの酵
素が存在し、またセルロースの分解にこれら以外の酵素の関与が明らかになってきて
いる[20]。ヘミセルラーゼに至っても、キシランの主鎖を加水分解するキシラナーゼ
（エンド型分解酵素）やグルクロノキシランの側鎖を分解するα-グルクロニターゼ
（エキソ型分解酵素）などの存在が明らかになってきている。 
好気的微生物やカビがバイオマスを分解するに当たり、基質特異的な分解酵素(セル
ラーゼやヘミセルラーゼ)を大量に生産しそれぞれが遊離的に分解するとされている。
一方嫌気性微生物は、基質特異的な酵素を組み合わせたセルラーゼ・ヘミセルラーゼ
酵素複合体（セルロソーム）を細胞表面に分泌構築するとされている[18,21]。好熱嫌
気性細C. thermocellumのセルロソームは、電子顕微鏡において、リボゾームほどの大
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きさに観察出来たことからセルロソームと命名された。C. thermocellumのセルロソー
ムは、10から20数種のセルラーゼ、ヘミセルラーゼやマンナナーゼなどの酵素サブユ
ニットが規則的に配列された、分子量200万から350万の巨大な酵素複合体である。酵
素サブユニットは、タイプIドックリンを持ち、CipAと呼ばれる骨格タンパク質上にあ
る9個のタイプIコヘシンと呼ばれる酵素サブユニットレセプタードメインは、カルシ
ウム依存型相互作用により結合することが分かっている。さらに骨格タンパク質内に
は、セルロース糖質結合モジュール(CBM: Carbohydrate Binding Module)、そして細
胞表層アンカー蛋白質と結合するタイプIIドックリン（Type II Dockerin）が存在
し、細胞表面に固定されると報告されている[22,23]。 
セルロソームを構成する酵素サブユニットについても、エンドグルカナーゼを主と
するセルラーゼの研究が進められた。その後、セルロソームの酵素サブユニッにおい
て、ファミリー48のセロビオヒドロラーゼが最も重要な酵素であることが報告された
がセルラーゼだけでなく、その他の植物構成因子を分解する多種多様な酵素の存在が
明らかとなってきており、キシラナーゼおよびβ-キシロシダーゼ（キシラン分解酵
素）、α-アラビノフラノシダーゼおよびアセチルキシランエステラーゼ（キシラン側
鎖分解酵素）、マンナナーゼ（マンナン分解酵素）、α-ガラクトシダーゼ（ガラクト
ースの側鎖分解酵素）、ペクトリアーゼとペクチナーゼ（ペクチン分解酵素）、キシ
ログルカナーゼ（キシログルカン分解酵素）、フェルラ酸エステラーゼ（キシランと
リグニンとの結合分解酵素）などもセルロソームに存在することが示された。これら
の酵素サブユニットは、基質によって構成酵素の割合が変わり、またこれら各酵素が
連動して基質を分解することが明らかとなっている [20,21,23]。 
 
2.1.3 リグノセルロース系バイオマスの選択 
リグノセルロース系バイオマス資源の中で、トウモロコシ茎葉および稲藁は、世界
14 
 
中で容易に入手可能かつ豊富な農業残渣である。これらは第二世代のバイオ燃料とバ
イオマテリアルを生産するためのリグノセルロース系バイオマスの原料として利用さ
れるほか、有望かつ豊富なエネルギー資源として注目されている[29]。トウモロコシ
茎葉の現在の供給量は年間7,500万トンと見積もられており、将来的には供給量の増加
が見込まれている[30,31]。稲藁もまた世界中の多くの地域で豊富なリグノセルロース
系廃棄物である[32]。玄米1 kgあたり、1～1.5 kgの稲藁が出る。稲藁の生産量は、世
界的に年間約7億3,100万トンに達し、その内訳はアジア（6億6,670万トン）、アフリ
カ（2,090万トン）、ヨーロッパ（390万トン）である[29,32]。トウモロコシ茎葉およ
び稲藁は、約70％のセルロースおよびヘミセルロース、および15〜20％のリグニンに
より構成されている。トウモロコシ茎葉および稲藁の構造成分は、特に強固であるた
めに生化学的および生物学的プロセスによって単糖、オリゴ糖、バイオ燃料および生
体材料に変換することが難しい[32,33]。嫌気性微生物を用いたリグノセルロース系バ
イオマス分解は、経済的に費用効率の高い再生可能エネルギー技術を可能にするため
に理想的であると考えられている[34,35]。 
 
2.1.4 目的 
本章では、利用価値が高いとされるリグノセルロース系バイオマスを効率的に分解
する新規微生物の探索を目的とした。環境負荷が少ない粉砕処理のみでバイオマスを
処理し、集積培養およびロールチューブ法によって、嫌気的、高温、アルカリ性条件
下において、バイオコンポスト堆肥からトウモロコシ茎葉と稲藁を分解する微生物の
単離を試みた。 
 
2.2. 実験材料および方法 
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2.2.1 バイオマス材料および調製 
この研究において用いたトウモロコシ茎葉と稲藁は、国立研究開発法人農業・食品
産業技術総合研究機構のトウモロコシ農場と有限会社宮原商店（長野県）からそれぞ
れ購入した。使用前に、トウモロコシ茎葉および稲藁を裁断し、0.5 mmのメッシュス
クリーンを備えた粉砕機（ZM-100; Retsch社, ハーン, ドイツ）を用いて粉砕した。 
 
2.2.2 堆肥原料 
堆肥サンプルは、2015年5月20日に石垣島コンポスト施設（石垣堆肥センター、石垣
市、日本）から、表層から20 cm下部を採取した。サンプリングした部分の温度は60℃
〜75℃、またpHはpH 9～10であった。採取した堆肥の原料は、サトウキビ茎葉および
牛ふん尿がほぼ等しい割合で構成されていた。約20個採取された堆肥試料は、Ziploc
バッグ（Johnson Co. Ltd. 神奈川、日本）で保存し、ISHI-1から-20と名付けた。 
 
2.2.3 嫌気性培養培地の調製 
嫌気性培養培地(BMN培地)は、1 L中に2.9 gのリン酸水素二カリウム、1.5 gのリン
酸二水素カリウム、2.1 g の尿素、3.0 g の酵母エキス、4.0 g の炭酸ナトリウム、
0.01 g の塩化カルシウム二水和物、0.5 gのＬ-システイン塩酸塩、0.0005 gのリザズ
リン、および200 μLのミネラル溶液を含む。ミネラル溶液は、1 Lあたりに25.0 gの
塩化マグネシウム六水和物、37.5 gの塩化カルシウム二水和物、および0.312 gの硫化
鉄（II）七水和物を含む。リザズリンは、酸化還元剤指示薬であり嫌気状態になるに
したがってその色を青、赤、無色へと変化する。すべてのBMN培地は、沸騰水中で脱気
し、高純度の窒素ガスに置換し、さらにリザズリンの色をによって嫌気状態を確認し
た。 
セロビオース寒天培地は、BMN基本培地7 mLに対し1 gの精製寒天粉末（極東製薬株
式会社、東京、日本）を添加し、高純度の窒素ガスによる置換を行った後、高圧蒸気
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滅菌を行った。 
BM7CO培地は、BMN基本培地と同様の組成であるが、嫌気状態にするために沸騰水中
で脱気後、高純度の二酸化炭素ガスによってガス置換を行った。 
  
2.2.4 微生物の集積培養法によるスクリーニング 
約1～2 gの堆肥サンプルを、15 mLのBMN培地(pH 9.5)と1 gのトウモロコシ茎葉（含
水量7％ w/w）または稲藁（含水量7％ w/w）を含む試験管に移した。接種後、直ちに
各試験管を窒素ガスで置換し、60℃で静置培養した。培養4日後、培養物の一部（0.2 
mL）を、4〜6日ごとにトウモロコシ茎葉を含有する5 mLの新しい培地に移した。 集積
培養物は、微生物の生育およびトウモロコシ茎葉体積の減少を目視で確認した。その
後、集積培養を稲藁含有培地において繰り返した。集積培養中に、有効的にトウモロ
コシ茎葉を分解していないサンプルは廃棄した。5回以上の継代培養を行った後、トウ
モロコシ茎葉および稲藁に対する分解能の高い濃縮培地を選択した。 
 
2.2.5 ロールチューブ法を用いた目的バイオマスを有効に分解する微生物の選抜 
トウモロコシ茎葉および稲藁をそれぞれ含有するBMN培地で5回連続して移した後、
最小微生物集団を単離するために、バイオマス基質の代わりに寒天（15 g/L）とセロ
ビオース（10 g/L）を含む培地に変更した。トウモロコシ茎葉および稲藁分解性微生
物集団を、予め融解し55℃に冷却した寒天とセロビオース含む培地において連続希釈
し、嫌気状態でロールチューブ法により形成した。ロールチューブ法は、金ケ崎士朗
氏が化学と生物（695-698 vol.4,No.12 1966）に嫌気細菌の培養技術法として詳しく
述べられているが、セロビオース寒天培地入りの嫌気培養試験管を氷水中で、水平に
回転させることで、培地成分および寒天を培養試験管の壁面に広げる方法である。 
凝固させた後、ロールチューブ（斜めに立てた状態で）を60℃で培養した。トウモ
ロコシ茎葉および稲藁を利用する微生物集団は、培養4～5日後にコロニーを形成した
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（この時コロニーの周りにハローは、形成されなかった）。単一コロニーを針で拾
い、BMN-セロビオース培地に移した。 
セロビオースは、グルコース2分子がβ1.4結合した2糖であり、セルロース分解産物
である。セルビオースは、セルロース分解能を持つ微生物およびセルロース分解能を
持たない微生物が生育に利用できる基質である。さらに水に可溶性であることからロ
ールチューブに形成されるコロニーを目視で確認しやすく、微生物の純化に適してい
ると考えられた。 
これらの培養微生物は、それぞれトウモロコシ茎葉および稲藁の生分解能について
再度、確認した。この単一コロニーの単離を、ロールチューブ法により3回繰り返し
た。トウモロコシ茎葉および稲藁を効率的に分解する微生物集団がISHI-3であった(図
4)。 
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図 4. 微生物 ISHI-3の単離法 
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2.2.6 ISHI-3によるバイオマス分解の解析 
単離してきたSIHI-3をとうもろこし茎葉と稲藁を含む培地で5日間生育させ、分解さ
れずに残った培養残渣を乾燥させた。オーブン乾燥したトウモロコシ茎葉および稲藁
の化学組成を、国立再生可能エネルギー研究所（米国エネルギー省 
http://www.nrel.gov/）の化学分析および試験標準手順に従ってセルロース、ヘミセ
ルロースおよび酸不溶性リグニンを含む酸不溶性成分を分析した。単糖およびオリゴ
糖成分を屈折率検出器（RID-10A; 島津製作所）とBio-Rad Aminex HPX-87Pカラム
（Bio-Rad）を有する高速液体クロマトグラフィー（島津製作所）により80℃で操作さ
れた、ろ過されたMilliQ-水（Millipore、Billerica、マサチューセッツ、米国）によ
り検出した。酸不溶性リグニン（Klason lignin）含量は、フィルターケーキ（70℃で
一定重量までオーブン乾燥したもの）の重量として定義した。培養上清中の有機酸
を、電気伝導度モニター（CDD-10Avp）を備えたShim-pack SCR-102Hカラムを用いて
HPLC（モデルLC-20AD; 島津製作所）カラム温度40℃、流速0.8mL/minにより分析し
た。これらの分析値は、3回の実験±標準偏差とした。 
 
2.3 結果 
構造的および機能的に安定で、効率的にリグノセルロースを分解する微生物の探索
を行った。そのため、通常はトウモロコシ茎葉や稲藁をアルカリ処理または酸処理な
ど化学的前処理を行うことでリグノセルロースを分解させるが、本研究ではリグニン
除去などの前処理を行わずに粉砕処理のみを施したトウモロコシ茎葉を含んだ培地を
用い、サトウキビやトウモロコシ茎葉および牛の肥料からなる堆肥の一部を用い選抜
を行った。トウモロコシ茎葉の代わりに稲藁においても同様のスクリーニングを行っ
た。 
まず、粉砕処理のみをされたトウモロコシ茎葉および稲藁（未植菌：コントロー
ル）の両方について、化学的構成組成を調べた。トウモロコシ茎葉および稲藁の含水
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率は、105℃で48時間乾燥することによって測定した。トウモロコシ茎葉および稲藁
は、乾燥重量ベース(w/w)でセルロースがそれぞれ32.2％±1.9％および40.4％
±2.8％、キシランが29.1％±2.7％および18.7％±3.0％、アラビナンが7.5％±2.1％
および4.6％±1.1％、ガラクタンが<1.0％±0.1％、マンナンが0.06％±0.1％という
組成であった。トウモロコシ茎葉はセルロースとキシラン比の組成がほぼ等しい。ト
ウモロコシ茎葉および稲藁中の、酸不溶性リグニンを含む酸不溶性物質の含有量は、
28.8％±4.2％および29.8％±5.0％（w/w）であり、同様の割合であった。 
次に効率的にリグノセルロースを分解する微生物を選抜するため、粉砕処理のみを
施したトウモロコシ茎葉を用い5〜10回の継代培養を繰り返した後、視覚的に単一C. 
thermocellumと同程度のトウモロコシ茎葉分解能を示した微生物を選択した。その結
果、嫌気性でかつ好熱状態においてトウモロコシ茎葉を有効的に分解性する微生物を5
つ得た。そのうち3つの微生物については、トウモロコシ茎葉の分解のみならず稲藁に
対する高い分解能を有する微生物集団を選抜するために引き続き培養試験を行った。3
つの微生物集団の中で、2つの培養物は、トウモロコシ茎葉および稲藁の両方に対して
高い分解能を示した。 
高いトウモロコシ茎葉および稲藁分解能を有し、かつ安定な嫌気性微生物の微生物
を単離するために、セロビオース寒天培地を用いたロールチューブ技術により、連続
希釈した安定した濃縮培養物を使ってシングルコロニーの単離を試みた。セロビオー
スは、セルロース分解細菌だけでなく、非セルロース分解細菌を含む生物の微生物を
単離するのに用いることができる適切な炭素源として利用した。50個程の細菌コロニ
ーをセロビオース含有培地に移した。さらにトウモロコシ茎葉培地と稲藁培地にそれ
ぞれ別々に接種して分解能を確認した。その結果、第3のロールチューブから得られた
微生物がトウモロコシ茎葉および稲藁の分解能力が高かった。これをISHI-3とした。 
ISHI-3によるトウモロコシ茎葉および稲藁の分解能を調べるため、有効なセルロー 
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スおよびキシラン分解好熱菌として知られているH. saccincolaおよびC. 
thermocellumの分解能と比較した。ISHI-3およびH. saccincola A7 [36]を1％（w/v 
乾燥ベース）トウモロコシ茎葉または稲藁を含むBMN培地に接種し、60℃で5日間培養
した。さらにC. thermocellum PAL5 [37,38]においても、トウモロコシ茎葉または稲
藁を含むBM7CO培地で、同じく60℃で5日間培養した。ISHI-3、H. saccincola A7およ
びC. thermocellum PAL5はいずれも、トウモロコシ茎葉および稲藁の両方の基質にお
いて増殖と両基質の分解を示した。培養後、両方の基質の残渣を一晩乾燥させ、乾燥
重量を初期重量から差し引いた。ISHI-3を接種した後のトウモロコシ茎葉および稲藁
の残留重量は、初期全乾燥重量と比較すると64.1％（w/v）および65.3％（w/v）減少
した（図5および6）。対照的に、H. saccincola A7およびC. thermocellum PAL5の乾
燥重量は、それぞれトウモロコシ茎葉および稲藁の初期重量と比較して、43.3％およ
び36.0％および44.3％および44.0％に減少した（図5および6）。H. saccincola A7お
よびC. thermocellum PAL5はトウモロコシ茎葉および稲藁に対する高い分解能を示た
が、ISHI-3の分解能力の方がさらに高いことが示された。 
次に、ISHI-3、H. saccincola A7およびC. thermocellum PAL5間の分解能力の差異
を理解するために、培養残渣の化学的な組成分析を行った。まず、培養前と各残渣バ
イオマス中に存在するリグニン量に変化がなく、微生物ISHI-3、C. thermocellum お
よびH. saccincola A7を用いてもリグニンの分解が行われてないことが示された（図5
および6）。次にISHI-3によって分解されたトウモロコシ茎葉および稲藁の残渣は、効
率的なセルロースの分解だけでなく、トウモロコシ茎葉および稲藁におけるキシラン
およびアラビナンの分解を示した（図5および6）。H. saccincola A7およびC. 
thermocellum PAL5もまた効率的なセルロース分解を示したが、残留物のキシランおよ
びアラビナン含量はトウモロコシ茎葉についてはISHI-3の最大2.3および3.9倍、稲藁
については6.1および9.7倍高かった。このことから、ISHI-3はH. saccincola A7およ
22 
 
びC. thermocellum PAL5より有効なキシラノール分解能力を有することが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
23 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5. 微生物におけるトウモロコシ茎葉の分解 
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図 6. 微生物における稲藁の分解 
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2.4 考察 
以上の結果より、微生物ISHI-3が単一H. saccincola A7およびC. thermocellum 
PAL5よりもトウモロコシ茎葉と稲藁に代表されるバイオマス（リグニンを除く）を効
果的に分解することが示された。その原因としてトウモロコシ茎葉と稲藁の構成成分
のひとつであるキシランの含有量にあると考えられる。C. thermocellumにおいては、
セルロソーム内に存在するキシラナーゼがすでにクローン化されており、キシラン分
解能が存在することが報告されている[15,17,18]。しかしながら多数のキシラナーゼ
が存在するにもかかわらず、C. thermocellumは、キシランの分解によって形成される
ペントース糖（主にキシロースおよびキシロオースまたはキシロースオリゴマー）を
利用することが出来ない[15,17] 。またC. thermocellumの場合、キシロースおよびキ
シロオリゴ糖は培養培地中に蓄積すると、これら代謝産物よってキシラナーゼ酵素が
阻害を受けるためにキシラン分解能が減少する[15,25] 。よってC. thermocellumと非
セルロース分解好熱菌Thermoanaerobacter thermosaccharolyticum（しかしペントー
スならびにヘキソース糖を利用することが出来る）を含むクロストリジウム共培養
は、ヘミセルロースの使用を劇的に増加させる可能性のある戦略として認識されてい
る[15,17,39]。以上のことからISHI-3によって誘導されるヘミセルロース分解工程
は、共培養のものと類似しており、C. thermocellum の様なセルロース分解微生物と
T. thermosaccharolyticumなどの様な非セルロース分解好熱菌が微生物集団ISHI-3に
存在することを示唆している[17]。 
一方本研究室において、セルロース分解細菌群から好熱嫌気性のセルロースおよび
キシラン分解菌であるHerbivorax saccincola A7が新たに単離された[36]。H. 
saccincola A7（JCM 31827およびDSM 104321と称される）は、C. thermocellumには存
在しないキシロース代謝に必須の遺伝子を有しており、キシラン上でアルカリ性（pH 
9.0）および55℃条件下において生育が可能である[36,40-42]。リグノセルロース分解
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微生物として、結晶セルロースの分解能が高いだけでなく、キシランの様なヘミセル
ロースの分解能や利用能が高い点も有効である[37,40,43]。H. saccincolaおよびC. 
clariflavumのようなセルロースおよびキシラン分解性好熱性細菌は、セルロース・キ
シラン混合基質における分解菌として有効と報告されている[36,42,44]。H. 
saccincolaおよびC. clariflavumは、キシロース代謝に必要な遺伝子であるキシロー
ストランスポーター、キシロースイソメラーゼ、キシルロキナーゼ、リブロース-ホス
フェート-3-エピメラーゼなどを持ち、キシラン存在下における増殖が知られている
[36,40]。しかし、H. saccincolaの分解能は、トウモロコシ茎葉と稲藁基質について
微生物ISHI-3の分解能力よりも低かった。これらの結果より、単離されたISHI-3がC. 
thermocellumおよびH. saccincola A7よりも高いリグノセルロース分解能を示したの
は、(1) 効率の良いセルロース分解能およびヘミセルロース分解能を持つ新規微生物
である可能性、あるいは(2) セルロース分解性およびキシラン分解性細菌を組み合わ
せた複合微生物集団である可能性が示唆された。よって、次にISHI-3を構成する微生
物を解明する必要性が考えられた。 
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第 3章 ISHI-3 の構成菌の解明 
 
3.1 序 
これまでの微生物研究では、微生物の単離および純粋培養が主に行われてきた。微
生物を単離すること、さらに遺伝子組換え技術を利用することで、人類に有用なアミ
ノ酸や抗生物質生産などが可能になっている。しかし自然界における微生物は、単独
または単独種のみにおいて生育しているのではなく、多種類の微生物集団の協力、競
合そして共存によって成り立っている。さらに近年では、難培養性微生物（通常の培
養技術おける純粋培養や集積培養による培養が不可能な微生物）の存在が明らかにな
ったばかりで出なく、これら難培養性微生物らの機能や性質が明らかになってきてい
る。五十嵐博士の報告では、微生物の世界においても食べ物を巡って競争や協力そし
て排除などの互いの関係性の中に生育していると述べている[45]。だからこそ自然界
と同様に微生物社会（集団や複合組織）を対象とした研究が必要だとも述べられてい
る。そのため、単一菌発揮されない、集団における機能および特徴や機構（例えば環
境適応能力や相乗効果など）の理解が物質循環の向上や効率化、さらには関係性の制
御に役立つであろうと推測される。 
第2章で単離したISHI-3は、嫌気かつ好熱条件下においてトウモロコシ茎葉と稲わら
を効果的に分解・可溶化した。この特化した分解能力は、微生物集団ISHI-3を構成す
る微生物の関係性を解明することで、今後のバイオマス分解・可溶化そして有用物質
への変換などに有用であると考えた。そこで、単離したバイオマス分解微生物集団
ISHI-3がどのような微生物によって構成されているかを、16S rRNAの配列を用いて解
析することとした。これにより、ISHI-3を構成する微生物の特性などを推測すること
が可能となる。そのために微生物集団ISHI-3から全ゲノムDNAを抽出し、さらに変性剤
濃度勾配ゲル電気泳動（denaturing gradient gel electrophoresis; DGGE）と、16S 
rRNA遺伝子に基づく系統解析およびメタゲノム解析を行った。 
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3.1.1 変性剤濃度勾配ゲル電気泳動(DGGE)法 
変性剤濃度勾配ゲル電気法は、核酸変性剤（尿素とホルムアミド）の濃度勾配を付
けたポリアクリルアミドケル中で核酸電気泳動を行うことにより、長さが同じ複数種
の核酸断片（例えばPCR産物）でさえも1塩基配列の違いが検出可能な方法である
[46]。核酸分子量の違いだけでなく、変性の容易さによってポリアクリルアミドゲル
中を移動する速度差によって検出される。2本鎖核酸A断片は、それぞれ異なった解離
温度（変性条件）を持つ。それらは核酸断片を構成する塩基配列によって決定され
る。それぞれの核酸断片が解離条件に達すると核酸断片は、部分解離する。部分解離
された断片は、部分解離していない断片よりポリアクリルアミドゲル中で抵抗を受け
るために移動度が小さくなる。この移動度の差を検出することによって、構成核酸つ
まり微生物種の違いを検出する。 
その方法は、まず数種の生物が混在する環境中から全ゲノムDNAを抽出し、GCクラン
プを含むプライマーを用いてPCRを行う。それによりGCクランプがDNA断片の端に付加
される。付加されたGCクランプ以外の部分が、変性剤濃度の領域に脱すると解離しY字
の形を取る。GC含有量が少ないと早くY字構造を取るので泳動速度が落ちて泳動距離が
短くなる。プライマーは、16S rRNAの配列に基づき、遺伝子領域において差が検出し
やすい領域を用いることが出来る。またゲルを染色することにより菌種数がバンドの
数、また濃さによってその微生物集団の全体の構成などが安価で可視化出来る。可視
化出来ることで、サンプル間の比較や径時的変化が理解しやすいという長所がある。
さらにそのバンドを切り出し、解析することにより微生物集団に存在する微生物種を
特定することが出来るという利点がある。しかし、DGGEにも欠点があり、PCRが核酸抽
出の難易度に依存している事や、異なる配列を持つDNA断片でも同じ位置（解離度）に
バンドが検出される場合などがある。 
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3.1.2 16S rRNA遺伝子に基づくメタゲノム解析 
自然界において微生物は、土壌や水中などほとんどの環境に存在する。特に土壌1ｇ
あたりには1億種とも100億種ともいわれる微生物が存在すると推定されている。元
来、微生物の存在を示すためには、土壌などの環境中より微生物を分離し、培養させ
る必要があった。しかし、ほとんどの土壌微生物は難培養性であるために環境中から
の単離と培養が困難であり、研究や開発の障害となっていた。今日、研究技術の進歩
により、このような難培養微生物であっても微生物が持つ遺伝子を培養せずとも抽出
できる技術が開発された。抽出した遺伝子は、環境中に存在するすべての微生物を網
羅しており、これら抽出したすべての遺伝子を元にDGGE法やT-RLFP法などを用いて群
集構造解析が行われてきた。近年になって次世代シークエンサーの発展に伴い高度な
情報解析技術と日々進歩するデータベースを用いることにより，環境中にどのような
菌がどの程度存在しているか（系統組成）またどのような遺伝子がどの程度存在して
いるか（機能組成）といった網羅的な解析を行うメタゲノム解析が考案された。 
16S rRNA遺伝子はすべての微生物に存在し、配列間の結合によって高次構造を維持
している。生物種によってその配列に違いがあることから、系統マーカー遺伝子とし
て利用される。すでにこれまでに、100万本以上の配列がデータベースに登録されてい
る。そのため、16S rRNA遺伝子（全長1500 bpを含む）、広範囲の細菌における系統推
定を行う上で最適な遺伝子である。 
メタゲノム解析は、次世代シークエンサーと組み合わせることによって、強力な分
析手法となる。国立研究開発法人農業・食品産業技術総合研究機構 食品研究部門の
楠本憲一氏によると「メタゲノムとは、ある生物の遺伝子全体を意味する「ゲノム
（genome）」に、さらに「超越」を意味するメタ（meta-）を融合した造語であり、微
生物群集のゲノムを培養に依存することなく網羅的に解析する事をメタゲノム解析と
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呼ぶ」と紹介されている[47]。つまりゲノム核酸を行いPCRにてDNA断片を増幅させ、
それらを次世代シークエンサーにより遺伝子配列を決定されると、培養や単離が困難
な微生物でさえもその遺伝子配列が明らかとなり、その存在が証明出来るのである。 
 
3.2 実験材料および方法 
 
3.2.1 全微生物の DNA抽出 
1％トウモロコシ茎葉または1％稲藁を含む50 mLのBMN培地中でISHI-3を前培養し
た。本培養には、それぞれの前培養培地から新たなトウモロコシ茎葉または稲藁を含
有するBMN培養培地の2％容量を接種した。微生物集団ISHI-3の分解工程の機能的発達
を識別するために、接種後1日目から6日目まで24時間ごとに5 mLの培養液を抽出し保
存した。すべての保存培養液より全ゲノムDNAを抽出した。全ゲノムDNAは、
NucleoBond® AXGカラムおよびNucleoBond® buffer set III（Takara Bio Inc.、滋
賀、日本）を用いて抽出した。 
 
3.2.2  変性剤濃度勾配ゲル電気泳動のためのポリメラーゼ連鎖反応 
抽出された全ゲノムDNAを鋳型としてまず16S rRNA領域を増幅させるために 
27F(5′-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3′)と1492R (5′-GGC TAC TTG TTA CGA CTT-
3′)プライマーを用いてポリメラーゼ連鎖反応(PCR)を行った。PCR反応は、初期変性
を94℃、1分間、反復反応は、熱変性（94℃、30秒）、アニーリング（55℃、30秒）、
伸長反応（72℃、2分）で30サイクル、最後に72℃で10分間伸長させた。 
次に16S rRNAのV3可変領域を増幅するために、338fGC (5′- CGC CCG GGG CGC GCC 
CCG GGG CGG GGC GGG GGCGCG GGG GG ACT CCT ACG GGA GGC AGC AG-3′)におよび 
518r (5′-ATT ACC GCG GCT GCT GG-3′)プライマーを用いてポリメラーゼ連鎖反応
(PCR)を行った[48]。なお、DGGEのために338fGC プライマーの下線部位がGC クランプ
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が付加している [48]。PCR反応は、初期変性を94℃、1分間、反復反応は、熱変性
（94℃、30秒）、アニーリング（55℃、30秒）、伸長反応（72℃、30秒）で30サイク
ル、最後に72℃で10分間伸長させた。 
PCR産物は、QIAquick PCR精製キット（Qiagen、Frederick、メリーランド、米国）
を用いて精製した。変性剤濃度勾配ゲルは、現 国立研究開発法人農業・食品産業技
術総合研究機構農業環境変動センターのPCR-DGGEによる土壌細菌・糸状菌相解析法と
バイオラッドの実験取扱い説明書を参照して、DCode微生物群種解析基本システム
（Bio-Rad Laboratories、Hercules、カリフォルニア、米国）を用いて行った。各サ
ンプルのPCR産物を、50％〜70％の変性勾配を垂直方向に有する6％（w/v）ポリアクリ
ルアミドゲルに用いた。変性剤（100％）は、TAE緩衝液中の7 M（尿素）および40％
（v/v）脱イオンホルムアミドに対応した。泳動は、垂直方向に行われ、50 Vで18時
間、58℃で実行し、次いでSYBRgoldを含む0.5％ TAE緩衝液中で30分間染色した。 
イメージスキャナーImagemaster VDS（Amersham Biosciences、バッキンガムシャ
ー、英国）を用いて画像を視覚化した。主要な5つのDGGEバンドをセルロース、トウモ
ロコシ茎葉および稲藁で6日間培養したISHI-3培養物から切り出し、滅菌水に一晩浸漬
することによってDNA断片を抽出した。その後、回収した生成物（2 μL）にGCクラン
プを含まないフォワードプライマー(338f)でPCRにより再増幅した。再増幅したDNA断
片を精製し、配列決定した。DGGEバンドから決定した塩基配列を整列させ、BLASTN検
索によって最も近い系統発生親族を同定するために、国立バイオテクノロジー情報セ
ンター（NCBI）GenBankデータベースで入手可能な16S rDNA遺伝子配列と比較した。
DGGEバンドからの16S rRNA遺伝子配列をBLASTプログラムで分析し、CLUSTAL_X v.1.81
ソフトウェア[49]を用いGenBankデータベースの配列と手動で整列させた。系統樹は、
BioEditバージョン7.1.9 [50]およびMEGAバージョン6.06 [51]を使用して、隣接接合
法によって構築した。系統樹のトポロジーと距離は、1000再サンプリングに基づくブ
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ートストラップ解析によって評価した。 
 
3.2.3 メタゲノム解析 
3.2.1章に記載されているように、微生物集団ISHI-3から抽出された全ゲノムDNA
を、NanoDrop 2000 UV-Vis分光光度計（Thermo Fisher Scientific、Waltham、マサチ
ューセッツ、米国）を用いてその量および純度を分析した。以下の2段階のPCRを精製
DNAサンプルに対して実施して、配列ライブラリーを得た。第一のPCRは、16S rRNA遺
伝子のV3-V4領域を増幅するための対プライマー：341F (5′-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3′)と806R(5′-
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′)を用い、次世代シー
クエンサー用のMetagenomic Library Construction Kit（Takara Bio Inc.）を利用し
て行った。第二のPCRは、Nextra XT Indexキット（Illumina、San Diego、カリフォル
ニア、米国）を用いて、バーコード配列及びIlluminaシーケンサー用のインデックス
配列付加するために行った。調製したライブラリーは、TaKaRa BioのBiomedical 
centerにおいてMiSeqシーケンサー（Illumina）のMiSeq Reagent Kit v3を用いて、対
になった末端300塩基の配列決定に使用した。キメラチェック、操作分類単位（OTU）
定義、および分類割り当てを含む塩基配列データの処理は、Quantitative Insights 
in Microbial Ecology QIIMEバージョン1.9[52]、USERCH ver. 8.0、UCHIME ver. 
4.2.40のソフトウェア、それぞれ井上ら[53]によるものを使用した。本研究ではシン
グルトンを削除した。 
結果のOTUの分類割り当ては、RDP分類器ver. 2.10.2 とGreengenesデータベースに
よるソフトウェアを使用した。オープンリーディングフレームの分類学的アノテーシ
ョンは、NCBI NTデータベースに対するBLASTN検索によって、e-値のカットオフが1e±
5で実行された。ブラストヒットは、MEGANソフトウェアによって、最も低い共通祖先
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アルゴリズムを用いて分類学的に割り当てられた[54]。 
 
3.2.4 トウモロコシ茎葉および稲藁の生分解実験 
粉砕処理を施したトウモロコシ茎葉および稲藁基質を1.0 g（他に指示がない限り、
ボトルあたり約0.5 gのセルロースを与えるのに必要な固形分）定量し、BMN培地（最
終体積50 mL）に懸濁し、密閉し、窒素ガスでガス置換した。培地ボトルは、121℃で
15分間乾熱滅菌し、冷却して残りの培地成分を添加した。微生物における生分解実験
のために、同じ基質上に生育した2日間培養した培地から接種物（2％ v/v）を採取し
た。150 回転毎分で振とうしながら、上記の温度で培養物を培養した。残ったバイオ
マス固形分を培養ボトルから回収し、滅菌水で2回洗浄し、10,000×gで10分間遠心分
離した後、上精を取り除き60℃で一晩乾燥させ、最後に重量を測定した。残渣バイオ
マスの重量を測定し、未接種のバイオマスの質量を対照処理と比較した。重量損失の
割合は、以下の式で計算される初期重量（％）との重量損失の比として定義された：
基質重量損失（％） = [(a−b)/c]×100 : a コントロール基質残渣重量、b 基質残渣
重量、c 全基質質量。 
 
3.2.5 培養物の解析 
 培養上清および培養残渣の糖分析は、HPLCを用いて行った（第2章参照）。また培
養上精のエタノール含有量をThermon-1000 Sunpak-A50-80(信和化工株式会社)カラム
を用いた火炎イオン化検出器を備えたガスクロマトグラフィー（モデルGC-2014;島津
製作所）において測定した。カラム温度は90℃に設定し、キャリアガスは窒素ガスを
用いた。 
 
3.2.6 細胞量および細胞外酵素の測定 
ISHI-3の総細胞増殖は、全タンパク質濃度を測定することで決定した[55]。微生物
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集団ISHI-3は、唯一の炭素源として1％（乾燥w/v）トウモロコシ茎葉または稲藁を補
充した300 mLのBMN培地にて、60℃で7日間生育させた。セルロース、トウモロコシ茎
葉および稲藁を用いた発酵培地中の細胞増殖を、ペレット中のタンパク質濃度の増加
によって次のようにアッセイした。微生物細胞は、0.2 M NaOH（和光純薬工業）およ
び0.2％（w/v）SDS（和光純薬工業）を含むNaOH/SDS溶液中で細胞を溶菌した。遠心分
離（9,700×gで5分間）により細胞破片および残存固体をNaOH/SDS溶液からペレット化
し、Pierce BCAアッセイキット（Thermo Fisher Scientific）により、上清中のタン
パク質濃度を推定した。ウシ血清アルブミンを標準試薬として用いた。 
細胞外酵素量を測定するために、培養上清およびISHI-3微生物細胞を含む残留バイ
オマスを遠心分離（8,500×g、10分、4℃）によって分離した。無細胞上清（4℃で維
持）を細胞外酵素の供給源として直接使用した。全タンパク質を蒸留水でカラムから
溶出した。Pierce BCAアッセイキットを用いて上清中のタンパク質濃度を推定した。 
 
3.2.7 酵素活性 
セロビオビドロラーゼ、エンドグルカナーゼおよびキシラナーゼ活性は、微結晶セ
ルロース（Sigmacell type-20; Sigma-Aldrich）、カルボキシメチルセルロースおよ
びbeechwoodキシラン（Sigma-Aldrich）から遊離される還元糖の量を測定することに
より、測定した[56]。反応混合物は、0.9 mLの0.5％（w/v）基質がpH 7.0の0.1 M酢酸
ナトリウム緩衝液中に溶解したものと（0.1 ml中に）30〜50μgの酵素とからなる
[57]。10分間のインキュベーション後、沸騰させることによって反応を停止させ、混
合物を12,100×gで10分間の遠心分離によって分離した。遊離された還元糖は、グルコ
ースまたはキシロースを標準とするSomogyi-Nelson法によって定量した[58]。1 Uのセ
ロビオビドロラーゼ、エンドグルカナーゼまたはキシラナーゼ活性は、上記条件下で1
分間に1μmolの還元糖を遊離する酵素の量として定義した。 
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3.3 結果 
 
3.3.1  微生物 ISHI-3を用いたトウモロコシ茎葉および稲藁の分解および生育 
ISHI-3の細胞増殖およびリグノセルロース分解能を調べるため、セルロース、トウ
モロコシ茎葉および稲藁の異なる炭素源を用いて比較解析を行った。ISHI-3を1％
（w/v乾燥ベース）のセルロース、トウモロコシ茎葉または稲藁を含有するBMN培地に
60℃で7日間培養した。トウモロコシ茎葉または稲藁を含む培地上のISHI-3は、セルロ
ースを含有する培地と比較して高い細胞増殖が観察された（図7）。トウモロコシ茎葉
および稲藁の細胞密度は、セルロースより約2.6倍有意に高かった。これらの結果は、
ISHI-3がClostridium (Ruminiclostridium) thermocellumのようなセルロース分解性
微生物だけでなく、ヘミセルロース分解性および同様性細菌も含むことを示唆した。 
酵素能力と炭素源との間の関係を特徴付けるために、セルロースおよびキシラン分
解酵素の活性測定を行った。微結晶セルロースを用いてCBH、アモロファスセルロース
を用いてEGおよびキシランを用いてキシラナーゼ活性能を測定した。測定酵素液とし
てISHI-3を生育させたセルロース、トウモロコシ茎葉および稲藁を含んだ培養上清を
用いて測定した。ISHI-3をトウモロコシ茎葉および稲藁上で培養すると、セロビオビ
ドロラーゼ、エンドグルカナーゼおよびキシラナーゼ活性はセルロース添加培養培地
よりもはるかに高かった（図8）。特に、キシラン分解能は、トウモロコシ茎葉および
稲藁を含む培地におけるISHI-3生育がセルロース添加培養培地と比較して高く観察さ
れた。これは、ISHI-3が、キシロースおよびキシロオリゴ糖のようなキシラン分解生
成物を利用できる様な細菌を含むことを示唆した。なぜなら、高いキシラナーゼ能力
が発酵期間にわたって維持されたからである。 
またトウモロコシ茎葉および稲藁からの主な最終発酵産物は、酢酸（>16 mg/mL）と
して検出された（図9）。副生成物としてエタノール、フマル酸塩、および乳酸塩が検
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出された。酢酸と有機酸の量は、細胞量および酵素活性と密接に関係していることを
示した。培養培地上清のpHは接種時のpH 9.5であったものが、培養7日目にはpH 6.0に
低下していたが、これは最終生成物である酢酸によるものだと推測された。 
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図 7. ISHI-3の成長曲線 
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図 8. ISHI-3の酵素活性測定 
39 
 
 
 
 
 
 
図 9. ISHI-3の分解産物測定 
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3.3.2 トウモロコシ茎葉および稲藁分解における ISHI-3の微生物組成安定性 
微生物ISHI-3がどのような微生物によって構成されているかを調べるため、トウモ
ロコシ茎葉および稲藁において培養させたISHI-3を用いてPCR-DGGEによる解析を行っ
た。図7は、ISHI-3のセルロース、トウモロコシ茎葉および稲藁分解期間中における微
生物群集のDGGEプロファイルの比較を示す。DGGEパターンによれば、ISHI-3の微生物
構造は、セルロース、トウモロコシ茎葉および稲藁の間で非常に類似したパターンを
示した。合計で、5本のバンド（図10, B1からB5）が、セルロース、トウモロコシ茎
葉、および稲藁の存在下で培養された培養物において観察された。セルロースにおい
てISHI-3を培養した場合、DGGEパターンはトウモロコシ茎葉および稲藁において培養
した場合とほぼ同じであった。しかし、DGGEバンドの強度の経時的変化は、トウモロ
コシ茎葉および稲藁培養物の場合と異なっていた。これは、異なる炭素源であっても
ISHI-3の微生物構造は安定したままで、微生物集団の構成因子の割合は、炭素源およ
び発酵期間によって変化し得ることを示唆している。 
ISHI-3の構成を明らかにするために、トウモロコシ茎葉、稲藁、およびセルロース
培養物におけるDGGEからそれぞれ5本のバンドを抽出し、16S rRNA遺伝子配列について
分析した。トウモロコシ茎葉、稲藁およびセルロース培養物からの5本のバンドの各配
列は一致しており、構成する微生物集団は同じであることが明らかになった。 
16S rRNA遺伝子配列より、ISHI-3は1種類のセルロース-キシラン分解性細菌、すな
わちH. saccincola（B1）（GenBank受理番号MH298782）と、3種類の嫌気性好熱性細菌
Tepidimicrobium（B2, B3）（GenBank受理番号MH316127）、Pelotomaculum（B4）
（GenBank受理番号MH298781）、およびTepidanaerobacter（B5）（GenBank受理番号
MH316126）より構成されていることが明らかになった。 B1の16S rRNA遺伝子配列の分
析により、Herbivorax saccincola A7（JCM 31827およびDSM 104321とも呼ばれる）
（GenBank受理番号KX714804.1）[36] およびGGR1（GenBank受理番号DSM101079）[44] 
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図 10. 16S rRNAを用いた ISHI-3の群集解析 
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の16S rRNA遺伝子と99.0％以上の相同性を示した（図11A）。B2およびB3は、99.0％以
上の同一性を有する同じ配列を有していた。16S rRNA遺伝子配列および隣接接合法を
用いて系統樹を作成したところ、B2とB3の近縁種は、Tepidimicrobium ferriphilum 
DSM 16624 (NR_074685.1) [59]であった(相同性96%)（図11B）。 またB4の近縁種は、 
Pelotomaculum thermopropionicum strain S1 DSM 13744 (NR_074685.1) [60] であっ
た（相同性96%)（図11C）。さらにB5の近縁種は、Tepidanaerobacter acetatoxydans 
strain Re1 (NR_074537.1) [61]であった(相同性96%)（図11D)。以上より、B2、B4、
B5の細菌は新規な属または種として分類されると考えられる。 
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図 11. DGGEから抽出した B1 から B5 の 16S rRNA 配列による近隣結合樹 
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3.3.3 分解過程における ISHI-3 
異なる炭素源におけるISHI-3の構成を調べるために、メタゲノム解析を行った。メ
タゲノム解析では、DGGEと同様に数種の生物が混在する環境中から核酸を元にライブ
ラリーを作成した。ライブラリーは、DGGEと異なる領域を含むプライマーを用いるこ
とにより重複をさけた。Illuminaシーケンサーにより35,000から60,000リードの塩基
配列の解読を行った。このことにより配列が異なってもDGGEでは同じ位置にバンドが
検出した場合も区別も可能になり、またDGGEでは検出が不可能だった菌類の識別も可
能となる。また構成比を数値化出来るという利点がある。 
セルロース、トウモロコシ茎葉および稲藁上の培養物（接種後1～6日目）から精製
されたメタゲノムDNAを、部分的な16S rRNA遺伝子の直接増幅のための鋳型として使用
した。440 bpのアンプリコン配列をパイロシーケンシングにより分析した。短い配列
を除去するために読み込みをフィルタリングし、添付されたタグに従ってグループ化
した。その結果4つのグループに分類され、これらはDGGEによって同定された4つの細
菌メンバーに対応した。構成に関して、H. saccincolaおよびPelotomaculumに属する
細菌は、培養に用いたすべての炭素源において豊富に存在した。Tepidimicrobiumおよ
びTepidanaerobacterに属する細菌は、トウモロコシ茎葉および稲藁を用いて発酵期間
の初めから中期にかけて、H. saccincolaおよびPelotomaculumと比較して全体的に小
さな集団を構成したが、TepidimicrobiumおよびTepidanaerobacterに属する細菌は発
酵の終わりに向かって豊富であった（図9）。Tepidimicrobiumおよび
Tepidanaerobacterの細菌集団は、トウモロコシ茎葉および稲藁の発酵後期中に、それ
ぞれ2.1％から15.4％および8.0％から51.9％に増加した（図12）。 
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図 12. 16S rRNA におけるメタゲノム解析の経時的変化 
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3.4 考察 
DGGEおよびメタゲノムによる解析から、経時的に安定した主に4種の微生物、H. 
saccincola、Tepidimicrobium属、Pelotomaculum属、およびTepidanaerobacter属から
構成されていることが明らかになった。さらに、これら微生物間に共生関係の可能性
がある事が考えられた。これらの同属種であるTepidimicrobium ferriphilum、
Pelotomaculum thermopropionicum、Tepidanaerobacter acetatoxydansは、Fe(III)還
元性、プロピオン酸-酸化性および酢酸-酸化性の細菌であると報告されている
[62,63]。またT. acetatoxydansを除くこれら2種は炭水化物を利用できないとされて
いる[61]。 P. thermopropionicumは、水素化栄養性メタンと共培養してプロピオン酸
塩、エタノール、乳酸塩を合成することが可能であり[62]、T. acetatoxydansは、水
素を消費するMethanoculleus sp. との共培養において酢酸合成酸化能を示すことが出
来ると報告されている[61]。以上のことから、集団微生物ISHI-3を構成する4種の微生
物にバイオマス基質分解工程における役割分担があることが示唆された。 
リグノセルロース系バイオマスの効率的な生物学的分解を行うためには、最終生成
物による酵素活性の阻害を回避し得る微生物同士の共生共存培養が必要である。微生
物集団ISHI-3においてはH. saccincolaが主にセルロースおよびキシランの分解を担う
ことが強く示された。さらに非セルロース分解菌に属するPelotomaculum、
TepidimicrobiumおよびTepidanaerobacterがH. saccincolaと共生することで、基質成
分であるセルロースおよびキシランの分解産物から起こるセルラーゼおよびキシラナ
ーゼ活性阻害の低減に寄与し、その結果としてグルコース、キシロース、オリゴ糖、
エタノール、酢酸塩および乳酸塩を合成していると推測される。分解生成物がバイオ
燃料としてバイオガスに変換される工程は、主に生分解能および加水分解速度に依存
する事が報告されている[35,64]。酢酸と副生成物は、バイオガス生産への利用の可能
性を高めると報告されており[35]、本研究においてもこれへの転用が期待できる。 
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第 4章 微生物集団 ISHI-3からの構成微生物の単離 
 
4.1 序 
第3章において、16S rRNA遺伝子配列の結果などからHerbivorax saccincolaを含む
少なくとも4つの細菌、Pelotomaculum、Tepidanaerobacter、およびTepidimicrobium 
に属するものによって微生物集団ISHI-3が構成されていることが示された。H. 
saccincolaは、好熱性バイオガス製造装置[44]および牛フン肥料堆肥[36]から新規の
セルロースおよびキシラン分解株として単離されていた。本研究室において最近、H. 
saccincola A7がコヘシンドメインを持つ多くのキシラン分解酵素を保有しており、セ
ルロソームの様な多酵素複合体を産生することができることを報告した[36]。したが
って、4つの同定された細菌中のH. saccincolaは、セルロースおよびキシランの分解
する役割を果たすと考えられた。非セルロース分解性細菌に属すPelotomaculum、
Tepidanaerobacter、およびTepidimicrobiumの役割は、16S rRNA遺伝子配列の結果な
どから推測は可能であるが、検証が必要である。これらPelotomaculum、
Tepidanaerobacter、およびTepidimicrobiumに属するとされる3種は、新規性が高い株
であると推測され、まだ発見されていない有用な性質を持つ可能性が期待された。ま
た共生非セルロース分解細菌の役割を理解するために、単離が不可欠である。以上の
事からこれら構成菌の単離を試みた。単一菌であるかを確認するため、グラム染色に
よる細胞形態の判定、光学顕微鏡による観察、さらに単離株について16S rRNA遺伝子
の塩基配列決定を行った。さらに新種には、まだ報告されていない有効な特徴や性質
を持っている可能性がある。特にこれらの菌が微生物集団ISHI-3内で、どのような役
割を担っているかを明らかにすることは、今後のバイオマス分解とその後の資化を検
証する上で重要であると考えられた。そこでそれぞれの新規性菌株の至適温度やpHさ
らには、炭素資化性や糖資化性などの特徴を明らかにすることを目的とした。 
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4.2 実験操作 
 
4.2.1 新規性微生物の単離 
非セルロース分解細菌の純粋培養物の単離は、2％トウモロコシ茎葉を含有するBMN
培養培地（2.2.3章参照）から行った。微生物集団ISHI-3を6〜7回の継代培養後に寒天
（15 g/L）とBMN培地に炭素源としてグルコースを(5 g/L)を加えた培地と、炭素源と
してエタノール、プロパノール、プロピオネート、ラクテートおよびアセテートを1％
添加したものを用いた。微生物集団ISHI-3を予め溶融して55℃に冷却した寒天とグル
コースまたはエタノールを含むそれぞれの培地に連続希釈し、無酸素状態でロールチ
ューブ法（第2章参照）により形成した。凝固後、培養試験管を60℃の嫌気条件下で培
養した。グルコース利用細菌は、4または5日間の培養後にコロニーを形成した。単一
コロニーを針で拾い、BMNグルコース添加培地に接種した。エタノール利用細菌は、5
または6日間の培養後にコロニーを形成した。各コロニーを選抜し、それぞれをBMNグ
ルコースおよびエタノール添加培地で培養した。 
 
4.2.2 単離微生物の単一性の確認のためのポリメラーゼ連鎖反応 
単離された細菌について、全ゲノムDNAを3.2.1章に記載した手法を用いて培養物か
ら調製した。更に3.2.1章と同様に抽出されたゲノムDNAを鋳型として、微生物特有の
16S rRNA領域を増幅させる 27F(5′-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3′)と1492R 
(5′-GGC TAC TTG TTA CGA CTT-3′)プライマーを用いてポリメラーゼ連鎖反応(PCR)
を行った。PCR反応は、初期変性を94℃、1分間、反復反応は、熱変性（94℃、30
秒）、アニーリング（55℃、30秒）、伸長反応（72℃、2分）で30サイクル、最後に
72℃で10分間伸長させた。PCR産物は、QIAquick PCR精製キット（Qiagen、
Frederick、マサチューセッツ、米国）を用いて精製した。その後、ユーロフィンジェ
ノミックス株式会社（東京、日本）に塩基配列の解読決定を依頼した。 
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4.2.3 電子顕微鏡による単離菌の観察 
GL4およびET1株を、グラム染色キット（BD Biosciences、Difco、ニュージャージ
ー、米国）を用いて試験した。グラム染色は、1884年にデンマークのハンス・グラム
氏によって考案された主に細菌類を染色によって識別する手法の一つである[65]。こ
の手法によって、細菌は2種類に分けられる。ゲンチアナ紫やクリスタル紫などで染色
されるグラム陽性菌とこれらの試薬で染色されないグラム陰性菌である。これら染色
の違いは、細胞壁の構造によって示され、グラム陽性菌は細胞層のペプチドグリンカ
ン層が厚い。一方グラム陰性菌は、ペプチドグリカン層が薄いだけでなく、外膜を要
するためとされる。顕微鏡DN750（Leica MICROSYSTEMS、ヴェッツラー、ドイツ）を用
い、油浸レンズにてグラム染色後の微生物細胞を確認した。さらに単離された微生物
の形態学的性質を調べるために走査型電子顕微鏡（SEM; Jeol JSM-6320F、東京、日
本）を用いた。走査型電子顕微鏡のための標本は、プラズマオスミウムコーティング
（OPC80T、Filgen、愛知、日本）によって調製した。画像写真は、株式会社花市電子
顕微鏡技術研究所で撮影した。 
 
4.2.4 至適温度と pHの測定 
ET1は、基本培地であるBMN培地にL-乳酸ナトリウムおよびプロピオン塩酸を添加し
たものを用いた。またGL4に至っては、基本培地であるBMN培地にカザミノ酸を添加し
たものを用いた。培養器の温度を20℃から5℃刻みずつ80℃までを用意し、それぞれの
菌株を7日間静置培養した。 
pHの条件検討に用いた基本培地であるBMN培地の組成は同様であるが、嫌気状態を作
成するために加熱脱気後を、窒素ガスによって置換されたもの（BMN培地、2.2.3章参
照）と二酸化炭素ガスによって置換したもの（BM7CO培地、2.2.3章参照）を作成し
た。基本培地であるBMN培地を、窒素ガスか二酸化炭素ガスのどちらを用いて嫌気状態
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にしたかの違いによって、培養培地のpHが異なる。窒素ガスを用いて嫌気状態にした
BMN培地のpHは8.6から9.3である。一方、二酸化炭素ガスを用いて嫌気状態にした
BM7CO培地のpHが7.4から8.2である。よって、まずこの2種類の培地で生育を確認し
た。その後のpH調整は、これらの培地をもとに希釈塩酸溶液や希釈水酸化ナトリウム
塩水溶液を添加した。調整した培地において生育が確認された後、培地上清のpHを測
定した。 
 
4.2.5 新規性微生物 GL4および ET1株の特性と資化性の検証 
2.2.2章に述べた基本培地(BMN培地)である（1 L中に2.9 gのリン酸水素二カリウ
ム、1.5 gのリン酸二水素カリウム、2.1 g の尿素、3.0 g の酵母エキス、4.0 g の炭
酸ナトリウム、0.01 g の塩化カルシウム二水和物、0.5 gのＬ-システイン塩酸塩、
0.0005 gのリザズリン、および200 μLのミネラル溶液を含む。ミネラル溶液は、1 L
あたりに25.0 gの塩化マグネシウム六水和物、37.5 gの塩化カルシウム二水和物、お
よび0.312 gの硫化鉄（II）七水和物を含む）を沸騰水中で脱気し、高純度の窒素ガス
に置換し、さらに乾熱滅菌した5mLの培地に最終濃度が0.5％～1％（w/v）になるよう
に以下の炭素源を添加し検証を行った:D-アラビノース、D-キシロース、D-ガラクトー
ス、D-グルコース、D-フルクトース、D-マンノース、セロビオース、ラクトース、マ
ルトース、デンプン、可溶性デンプン、β-グルカン、アラビノガラクタン、微晶質セ
ルロース、キシラン（beechwood; Sigma-Aldrich, St. Louis, ミズーリ, 米国）、L-
乳酸塩、酢酸塩、エタノール、ブタノール、n-プロパノール、グリセロール、プロピ
オン酸塩およびカザミノ酸（BD Biosciences）。また培養条件は、60℃静置培養で7日
間であった。7日間の培養後、細胞増殖を視覚的および分光光度計（UV-mini 1240; 島
津製作所、京都、日本）を用いてO.D.600を測定することにより評価した。また培養上
精を3.2.4章と同様にHPLCを用いて分析を行った。 
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4.3 結果 
 
4.3.1 構成微生物の単離と単一性の確認 
炭素源としてグルコースとエタノールを用いたものにおいてコロニーの生育が確認
された。それぞれの炭素源から10コロニー程を液体培地に植菌し、60℃において生育
した。その結果、グルコースとして生育してきた2サンプルあった。それぞれをGL1と
GL4と命名した。次にエタノールを炭素源として生育したものは、5サンプルあったそ
れぞれET1からEL5と識別した。しかしGL1とGL4の16S rRNA遺伝子の相同性は、100％を
示した。これによりGL1とGL4は、同一微生物であることが分かった。またEL1からEL5
においてもそれぞれ99～100％の相同性を示し同一微生物であることが分かった。 
またこれら分離菌株の16S rRNA遺伝子配列は、3章において解析したDGGEのバンドB2 
とB3がEL1からEL5と相同性を示し、また濃度勾配ゲル電気泳動写真のバンドB5 がGL1
とGL4に相当した。これより生育がよりよいGL4とEL1を新規性単一株として取り扱うこ
とにした。さらにET1株およびGL4株の16S rRNA遺伝子配列は、DGGEおよびメタゲノム
分析から得られたものに対応し、Tepidimicrobium ferriphilum SB91 [63]および
Tepidanaerobacter acetatoxydans Re1（T）[61]と96％の相同性を示した。 
 
4.3.2 顕微鏡による単離菌の観察 
グラム染色した菌体を顕微鏡にて観察した。単離されたET1菌は、グラム染色により
陽性反応を示し、桿菌であることが分かった(図13)。GL4菌は、グラム染色により陽性
反応を示し、桿菌であることが分かった(図14)。 
ET1は、走査型電子顕微鏡を用いた観察（図15）した結果 直径0.2〜0.4 μm、長さ
10〜30 μmの非常に長い糸状の細菌であった。GL4菌も直径0.3〜0.4 μm、長さ3〜4 
μmの非常に長い糸状の桿菌である事が観察された（図16）。 
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図 13.  グラム染色後の ET1細胞 
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図 14. グラム染色後の GL4 細胞 
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図 15. ET1の走査型電子顕微鏡写真 
0.5%乳酸ナトリウム塩を添加した BMN 培地にて 3日間培養。 
写真下部の白線は 1μm。 
55 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 16. GL4の走査型電子顕微鏡写真 
0.5%セロビオースを添加した BMN培地にて 3日間培養。 
写真下部の白線は 1μm。 
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4.3.3 至適温度と pHの決定 
ET1の生育が45℃から60℃までにおいて確認されたが、目視にて50℃における生育が
優れていたことから、至適温度を50℃とした（表1）。ET1の生育は、pH調整を行って
いないBMN培地とBM7CO培地においてのみにおいて確認ができた。このことより至適pH
をpH 7.5から9.5までと定めた。 
一方GL4に至っては、50℃から60℃間において生育が確認され、目視において55℃の
生育が一番優れていたことから、至適温度とした（表2）。GL4の生育は、pH調整を行
っていないBMN培地と希釈塩酸を用いてpHを調整した（培養後にpHを測定）ものから生
育を確認できた。そのため至適pHをpH 6.0から9.5までと定めた。 
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表 1. ET1株と近縁種の表現型特徴の比較 
 
特徴 
Tepidimicrobium 
ferrihilum SB91(DSM 
16624) 
 
ET1 
細胞形態 桿菌 桿菌 
細胞の長さ/幅(μm) 3.0-7.0/0.5-0.6 10-20.0/0.2-0.4 
グラム反応 陽性 陽性 
胞子形成 無し 無し 
至適温度(℃) 50 50 
至適 pH 7.5-8.0*1 7.5-9.3*1 
セルロース分解能 無し 無し 
キシラン分解能 無し 無し 
グルコース/セロビオース
/キシロース 
無し +*2/+/+ 
乳酸/酢酸/プロピオン酸 無し +/+/+ 
エタノール/グリセローロ
ール/イソプロパノール 
無し +/+/+ 
ペプトン/酵母エキス/カ
ザミノ酸 
+/+/+ +/+/+ 
参考文献 [64] 本研究 
+:生育がみられた。 
＊1：生育pH値を表示。 
＊2：培養 7日目以降。 
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表 2. GL4株と近縁種の表現型特徴の比較 
 
特徴 
Tepidanaerobacter 
acetatoxydans Re1 
(DSM21804) 
 
GL4 
細胞形態 桿菌 桿菌 
細胞の長さ/幅(μm) 1.5-15.0/0.3-0.5 3.0-4.0/0.3-0.4 
グラム反応 陽性 陽性 
胞子形成 あり 無し 
至適温度(℃) 25-55*1 55 
至適pH 4.0-9.5*1 6.0-9.4 
セルロース分解能 無し 無し 
キシラン分解能 無し 無し 
グルコース/セロビオース/キ
シロース 
+/+/+ +/+/+ 
乳酸/酢酸/プロピオン酸 +/+*2/+ +/+/+ 
エタノール/グリセローロール
/イソプロパノール 
無し 無し 
ペプトン/酵母エキス/カザミ
ノ酸 
+/+/+ +/+/+ 
参考文献 [39] 本研究 
+:生育がみられた。 
＊1：生育温度およびpH値を表示。 
＊2：水素を消費するMethanoculleus sp.を用いた共培養では酢酸酸化能が観察され
た。 
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5.3.4 新規性微生物 GL4および ET1株の特性と資化性の検証結果 
生理学的および生化学的実験から、ET1は、有機酸（プロピオン酸や乳酸）およびア
ルコールを酢酸に資化している(表3)。GL4は、マルトース、セロビオース、ガラクト
ースなどの糖をフマル酸と酢酸に資化していることが分かった（表4）。その他の有機
酸（マレイン酸、クエン酸、ピルビン酸、リンゴ酸、コハク酸、乳酸、ピログルタミ
ン酸）についても検出を試みたが、検出限界以下を示した。 
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表 3. ET1によるプロピオン酸、スクロース、エタノール添加時の分解産物量 
 炭素源 
ET1 プロピオン酸 スクロース マルトース エタノール 
マ レ イ ン 酸
(mg/mL) 
0.026 0.078 ND ND 
ク エ ン 酸
(mg/mL) 
0.01 0.013 ND 0.011 
コ ハ ク 酸
(mg/mL) 
0.002 0.002 0.002 ND 
乳酸 
(mg/mL) 
ND 0.001 0.01 ND 
フ マ ル 酸
(mg/mL) 
0.007 0.011 0.913 0.002 
酢酸(mg/mL) 1.134 1.187 1.097 0.836 
ピログルタミ
ン酸(mg/mL) 
ND ND 0.024 0.034 
炭素源は培養溶液の 1%(w/v)である。 
ND：検出できなかったことを示す。 
ピルビン酸、リンゴ酸は、いずれの炭素源においても認められなかった。 
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表 4.  GL4による糖類添加時の分解産物量 
 炭素源 
GL4 ガラクトー
ス 
マンノース アラビノー
ス 
フルクトー
ス 
グルコース 
フ マ ル 酸
(mg/mL) 
0.177 0.114 0.01 0.104 0.113 
酢 酸
(mg/mL) 
1.577 1.586 1.974 1.099 1.141 
炭素源は培養溶液の 1%(w/v)である。 
マレイン酸、クエン酸、ピルビン酸、リンゴ酸、コハク酸、乳酸、ピログルタミン酸は、
いずれの炭素源においても認められなかった。 
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4.4 考察 
エタノール、プロパノール、プロピオネート、ラクテートおよびアセテートなど、
いくつかの炭素源を培地に使用したにもかかわらず、本研究ではPelotomaculumに属す
る細菌を純粋な培養物として微生物集団ISHI-3から単離することが出来なかった。そ
の原因としてゲル化剤として寒天を用いたが、これよりもゲランガムを用いた方がよ
り新規微生物の単離に優れているという報告もある[66]。寒天内に微量に存在する5-
ヒドロキシルメチルフラン-2-カルボン酸およびフラン-2-カルボン酸がコロニー形質
阻害物質となる可能性が示唆されている。また培地組成にあるリン酸塩と寒天が高圧
蒸気滅菌処理よって過酸化水素が生じ、これによって微生物の生育が阻害されている
可能性が考察された。あるいはこれらの細菌は、近い親類のP. thermopropionicumが
合成プロピオン酸酸化細菌であることが知られており、培地中の純粋なクローンとし
て培養できない可能性がある[62]。 
単離が成功したET1およびGL4株においては、生理学的および形態学的分析に基づき
ET1およびGL4株は、非多糖分解細菌の新規な属または種として分類されるべきであ
る。ET1およびGL4は、有機酸、アルコール、糖およびアミノ酸などの炭素源およびエ
ネルギー源として異なる有機化合物を利用する事が判明した。さらに、ET1およびGL4
は、唯一の炭素源として乳酸およびプロピオン酸などの有機酸を資化できるが、酢酸
は資化しない。これらの特性は、T. ferriphilum SB91およびT. acetatoxydans 
Re1(T)の特性とは異なっており、SB91株は炭水化物を分解利用することが出来ない
が、ET1はグルコースを分解利用することが出来た[63]。さらにET1はグラム染色後、
光学顕微鏡（1250倍）にて確認（図13）、さらに走査型電子顕微鏡を用いた観察（図
14）により確認されたように、直径0.3〜0.4 μm、長さ10〜30 μmの非常に長い糸状
の細菌であり、この点においても相違性が観察され、ET1は、新規性が高いと考えられ
た。同様にGL4はグラム染色後、光学顕微鏡（1250倍）にて確認（図15）、さらに走査
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型電子顕微鏡を用いた観察（図16）により確認されたように長い糸状の細菌であり、
この点においても相違性が観察され、GL4は、新規性が高いと考えられた。 
単離が成功したET1およびGL4株さらにPelotomaculumに属する細菌を含むこれらの3
種の株は、合理的なまたは共生関係を介して、集団微生物ISHI-3内におけるH. 
saccincolaのセルラーゼおよびキシラナーゼ阻害を低減させる重要な役割を果たす可
能性があると考えられた。またET株とGL4株がそれぞれ有機酸や糖類を分解し、酢酸や
プロピオン酸などに変換させている可能性が示唆された。酢酸とプロピオン酸は、メ
タン発酵工程における中間代謝物であり、すでに嫌気性生態系微生物が糖やアミノ酸
をさらに酢酸やプロピオン酸などに分解し、それらを元にメタン、二酸化炭素、アン
モニア(NH3）そして硫化水素（H2S）などを生成していることが知られている[67]。今
回、単離してきたISHI-3微生物集団を構成するA7、ET1、GL4および単離が困難であっ
たPelotomaculumに属する細菌のうちいずれかがメタンを生成している可能性がある。
今後メタン生成について、さらなる検証が必要である。 
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第 5章 総括 
 
様々なバイオマス分解微生物系の中で、構造的に安定で共生しているリグノセルロ
ース系分解微生は、微生物集団によるセルロース系バイオマス分解の相乗効果を示
す。前処理されていないリグノセルロース系バイオマスの効果的な嫌気性生物分解を
理解するため、牛糞堆肥から粉砕処理のみを施したトウモロコシ茎葉および稲藁を用
いて好熱性、嫌気性、アルカリ性の微生物をスクリーニングした。何度かの濃縮培養
後、トウモロコシ茎葉および稲藁の効率的な分解能力を有する微生物集団ISHI-3が、
ロールチューブ技術により分離された。微生物集団ISHI-3は、16S rRNA遺伝子に基づ
くDGGE分析によって示されたように、主要な分解微生物としてセルロース・キシラン
分解性嫌気性菌（Herbivorax saccincola）および3つの非セルロース分解性嫌気性菌
(Pelotomaculum, TepidimicrobiumおよびTepidanaerobacterに属する)で構成されるこ
とが同定された。16S rRNAライブラリーを用いたメタゲノミクス解析により、微生物
集団ISHI-3によるトウモロコシ茎葉および稲藁分解は、大部分がH. saccincolaおよび
Pelotomaculum sp.によって分解されたことが明らかになった。Tepidimicrobiumおよ
びTepidanaerobacterに属する細菌は、微生物集団ISHI-3によるトウモロコシ茎葉およ
び稲藁分解の後期段階で優位に増加した。これら非セルロース分解性嫌気性菌の役割
を特徴付けるために、ET1株およびGL4株を微生物集団ISHI-3から単離した。ET1株およ
びGL4株の16S rRNA遺伝子は、DGGEおよびメタゲノム解析から得られた配列に対応し、
既知のTepidimicrobium ferriphilum SB91およびTepidanaerobacter acetatoxydans 
Re1 (T)配列と96％の相同性を示した。ET1株およびGL4株はまた、有機酸、アルコー
ル、糖およびアミノ酸などをエネルギー源として、また炭素源として異なる有機化合
物を利用することが示された。本研究では、ET1株およびGL4株が、形態学的および系
統学的分析に基づいて新規な属または種として分類されるべきであることを提案す
る。これらの結果から、TepidimicrobiumとTepidanaerobacter属する単離株および
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Pelotomaculumに属する菌は、トウモロコシ茎葉と稲藁分解時に生産される糖類（グル
コース、キシロースなど）、有機酸（酢酸、乳酸など）およびエタノールなどの溶媒
によるセルラーゼおよびキシラナーゼの阻害を低減させることにより、H. saccincola
のセルロース・キシラン分解能力を促進させる重要な役割を果たすことが示された(図
17)。 
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図 17. バイオマス分解における ISHI-3構成微生物の役割 
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りました。アピワタピワット・ワラポーン博士（現カセサート大学 研究員）、ワエ
オヌクル・ラティーヤ博士 （現モンクット王工科大学トンブリー校 助授）そしてサ
ムサタナワディ・ジュンジャラス博士（現サンジュシット大学 助授）からは、日常
の議論を通じて多くの知識や示唆を頂戴しました。また研究を支えて下さった国際農
林水産業研究センター生物資源利用領域の契約職員の方々に深く感謝します。 
 最後にこの3年間の勉学を支えてくれた夫の雅仁、娘の理咲子そして息子の瑛士に感
謝します。そして博士号取得を強く勧めてくれた亡き母の香川鈴子に感謝します。 
 
